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研究成果の概要（和文）：本研究では悪性リンパ腫が発症、進展化の過程でどのような機構を経て免疫回避を行
うのかマウスモデルを用いて解析を実施した。その結果、①非ホジキンリンパ腫の起源細胞である胚中心B細胞
で発現するFasがリンパ腫では低発現であること、②CD40シグナル活性化によってFas発現を回復させると、細胞
障害性T細胞が発現するFasリガンドによりアポトーシスが誘導されること、③Livinを発現するヒトリンパ腫細
胞株はFas抵抗性を獲得することを見出した。実際Livin高発現はリンパ腫患者の予後不良と相関するため、
LivinがFas-Fasリガンドによる腫瘍免疫を復活させる新たな治療標的となり得ることを示した。
研究成果の概要（英文）：In this study, to examine how malignant lymphoma cells can escape from the 
immune system, our established mouse lymphoma model was analyzed. We found that Fas expression is 
downregulated in lymphoma cells, and that restoration of Fas expression by CD40 signal activation in
 lymphoma cells induces apoptosis triggered by cytotoxic T cells expressing Fas ligand. Furthermore,
 certain human lymphoma cell lines that highly express a member of Survivin family Livin show 
resistance to Fas-mediated apoptosis. Given that high expression of Livin is associated with poor 
prognosis in Non-Hodgkin's lymphoma patients, targeting Livin is a new therapeutic strategy for 
malignant lymphoma to restore anti-tumor immune activity by Fas-mediated apoptosis.
研究分野：腫瘍医学
キーワード： 非ホジキンリンパ腫　腫瘍免疫　Fas　Livin
  ２版
様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
非ホジキンリンパ腫である「バーキットリ
ンパ腫（BL）」、「濾胞性リンパ腫」「びまん性
大細胞型 B細胞性リンパ腫（DLBCL）」は、
脾臓やリンパ節内における胚中心に存在す
る B 細胞（GCB 細胞）が起源細胞である成
熟 B細胞性の悪性リンパ腫であり、リンパ腫
の中で最も頻度が高い。昨今の化学療法や分
子標的薬の開発により、これら悪性リンパ腫
はある程度の治療成績の改善が見られるも
のの、未だ多くの患者の再発が報告されてい
る。加えて、既存の抗がん剤治療ではほとん
ど効果のない症例の報告もあり、更なる治療
の改善には新規治療法の創出が最重要課題
である。 
 がん細胞は一般的に分泌因子や細胞表面
分子を介して微小環境中の免疫細胞や免疫
を制御する細胞に働きかけることで腫瘍免
疫を抑制・回避すると考えられている。近年、
PD1-PDL1と呼ばれる T細胞の活性を抑制す
る免疫チェックポイント分子が働くことで
腫瘍への攻撃が抑制されることが明らかに
されてきたが、これらの分子を標的とした抗
体薬が実際メラノーマや肺がんなどの腫瘍
に対して顕著な効果を発揮することが報告
された。このように免疫チェックポイント阻
害剤の成功によって腫瘍免疫の研究は世界
的な広がりを見せており、今後の新規がん治
療薬開発において腫瘍免疫は最重要なテー
マになると考えられる。 
 本研究開始前の状況として、非ホジキンリ
ンパ腫においては一部の DLBCL 患者検体で
HLA 構成分子の変異が免疫回避に関与する
報告があったが、リンパ腫全体の発症・悪性
化の過程でどのような分子がいかに腫瘍免
疫を抑制・回避を誘導するのか、その機構は
ほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では正常リンパ球が悪性リンパ腫発
症の過程で腫瘍免疫から回避する分子機構
に焦点を当て、マウスリンパ腫モデルを用
いて解析を実施した。またヒトリンパ腫細
胞株を用いた解析を行うことで、マウス、
ヒトリンパ腫免疫回避を誘導する鍵となる
分子機構の解明とそれを標的とした阻害
剤・治療法の開発を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では主に申請者が独自に開発したマ
ウス成熟 B 細胞型リンパ腫モデルを用いて、
リンパ腫発症及び維持・悪性化の過程で起こ
る腫瘍免疫回避の分子機構を in vitro、in vivo
両面から解析を実施した。またヒトリンパ腫
細胞株を用いてマウスリンパ腫で見出した
分子の腫瘍免疫への関与を検討した。公共デ
ータベースを用いてリンパ腫患者の予後と
腫瘍免疫に関わる分子発現との相関を統計
学的に解析した。さらに腫瘍免疫回避に関わ
る分子の発現ノックダウンや阻害剤を用い
た検討を行い、リンパ腫に対する治療標的と
なり得るのか評価を行った。 
 
４．研究成果 
 申請者が開発した成熟B細胞型マウスモデ
ルは Ink4a/Arf欠損マウス由来の GCB様細胞
を ex vivoで培養し、がん遺伝子MYCをレト
ロウイルスベクターにて導入した後、半致死
量 X 線照射した同種野生型マウスへ移植す
ることで構築される。まずリンパ腫が形成し
たマウスよりリンパ腫細胞の表面マーカー
を解析したところ、移植前のMYC導入 GCB
様細胞で高発現が見られた Fasと呼ばれるア
ポトーシス誘導分子の発現が全てのリンパ
腫発症マウスで著しく低下していることを
見出した。そこで Fasの発現低下が GCB細胞
からのリンパ腫発症に重要かどうか明らか
にするため、shRNAにて Fasの発現を抑制し
たところ、MYC によるリンパ腫形成の頻度
及び発症速度が有意に増加することが分か
った。また、発症したリンパ腫の生存におい
ても Fas発現低下が重要であるか明らかにす
るため、リンパ腫細胞を培養し、レトロウイ
ルスベクターにて Fasを導入した後、移植を
行った。その結果、Fas 導入リンパ腫細胞は
有意に生存期間を延長させることが分かっ
た。これらの結果から Fasの発現低下はリン
パ腫発症及びリンパ腫細胞の生存・維持にき
わめて重要であることが示唆された。 
 Fas は一般的に細胞障害性 T 細胞（CTL）
に発現する Fasリガンド（FasL）によってア
ポトーシスが誘導される。そこで CTLが Fas
発現リンパ腫細胞をアポトーシス誘導する
のかどうか検討するため、活性化 CD8陽性 T
細胞との共培養及び CD8 中和抗体を投与し
たマウスへの移植実験を行った。その結果
Fas 導入リンパ腫は FasL を発現した CD8 陽
性T細胞によって有意に減少することが分か
った。また CD8 陽性 T 細胞を除去したマウ
スでは Fas導入リンパ腫細胞が有意に生存・
増加することが分かった。これらの結果から
CTLによる Fas発現細胞の排除機構がリンパ
腫発症の抑制の要になっていることが示唆
された。 
 次にリンパ腫細胞における Fas発現低下の
分子機構を明らかにするため、分子阻害剤な
どを用いた検討を行った。まず DNA メチル
化阻害剤及び HDAC 阻害剤を処理したとこ
ろ、Fas 発現の回復は起こらず Fas 発現低下
はエピジェネティクス制御に依存しないこ
とが分かった。そこで Fas発現を活性化する
シグナルが低下していることが想定された
ため、B細胞を活性化する因子を処理しとこ
ろ、CD40L及び CD40アゴニスト抗体で Fas
発現が強く回復することを見出した。また、
CD40 シグナルの下流についてさらに阻害剤
を用いて検討したところ、 PI3K, NFkB, 
MAPKシグナルを介して Fas発現を増加させ
ることが分かった。さらに発現回復した Fas
は FasL によってアポトーシスが強く誘導さ
れた。これらの結果から CD40シグナル活性
化による Fas発現回復はリンパ腫の新たな治
療法となり得ることが示唆された。 
次にヒト非ホジキンリンパ腫細胞株（BL:4
株、DLBCL:9株）においても Fas発現を調べ
たところ、84%においてマウスリンパ腫同様
に Fas発現が低下していることが分かった。
次にCD40LによってCD40シグナル活性化を
行ったところ、1 株を除いて全ての細胞株で
Fas発現が回復した。さらに FasL処理を行っ
たところ、FasLに感受性を示す細胞株がある
一方、興味深いことに Fas発現回復にも関わ
らず FasL に抵抗性を示す細胞株が存在する
ことが分かった。 
そこでアポトーシスを抑制する分子であ
る Bclファミリーや Survivinファミリーなど
の発現を調べたところ、抵抗性株において共
通して Livin と呼ばれる Survivin ファミリー
分子が高発現していることを見出した。公共
のデータベースを用いて非ホジキンリンパ
腫（BL及び DLBCL）患者の予後解析を行っ
たところ、Livin高発現はリンパ腫患者の予後
不良と高い相関性を示すことが分かった。一
方、Fas発現は予後良好と相関した。つまり、
LivinとFas発現はリンパ腫患者の予後におい
て相反する関係であることを見出した。次に
Livin高発現が実際にFas抵抗性の原因となっ
ているのかどうか明確にするため、shRNAを
用いた検討を行った。その結果、Livin発現を
抑制すると抵抗性株において Fas発現回復に
よるアポトーシスが有意に増加することが
分かった。さらに Livin阻害剤である BV6を
処理しても同様に Fas発現回復によるアポト
ーシスが有意に増加した。つまり Livinが Fas
抵抗性の責任分子であることが示唆された。 
本研究において「Fas-FasLによるアポトー
シスの抑制」は非ホジキンリンパ腫の腫瘍免
疫からの回避として発症から悪性化の過程
できわめて重要な分子イベントであること
を明らかにした。Fas は CD40 シグナルの下
流であるため、Fas発現の低下は正常 GCB細
胞が増殖及び分化の段階で必要とする CD40
シグナルから非依存的になることが示唆さ
れ、結果的に Fas発現が低下すると考えられ
る。一方ヒトリンパ腫においては Fas発現低
下に加え、Livin発現が Fas抵抗性の責任分子
であることを見出した。これはヒトがマウス
とは異なり、より長い年月をかけてリンパ腫
の形成・維持が行われた結果獲得した抵抗性
と想定される。実際、リンパ腫の予後不良と
相関するため、Livinはリンパ腫において腫瘍
免疫を再活性化する最適な標的分子である
と考えられる。現在非ホジキンリンパ腫にお
いてリツキサン（CD20 抗体）を使用した標
準治療が行われているが、リツキサンは Fas
を介したアポトーシスを起こすことが報告
されている。また腫瘍免疫活性化を目指して
開発されている CD40アゴニスト抗体がリン
パ腫で使用された場合 Fas-FasL によるアポ
トーシス誘導を起こることが想定される。し
かしこれらの抗体治療に対して抵抗性を示
すリンパ腫患者も想定される。本研究で見出
した Livin がそれら抵抗性の分子マーカーと
なる可能性もあり、今後、治療及び診断にお
いても本研究の知見が応用されることが大
いに期待される。 
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